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[57] Abstract: 

The invention relates to processes for the microbial production of L-isoleucine. 
To this end, in a gene in vitro of a threonine dehydratase, one or more bases in 
the gene region coding the enzyme's allosteric domains is/are exchanged in such a 
way that at least one amino acid in the amino acid sequence of the allosteric 
domains of the enzyme is replaced by another so that the enzyme is no longer 
inhibited by L-isoleucine feedback. Furthermore, concrete amino acid exchanges in 
the amino acid sequence of the enzyme are effected in a gene in vitro of a 
threonine dehydratase of corynebacterium glutamicum by base exchange both outside 
and inside and outside the gene region coding the allosteric domains of the enzyme 
so that, after the transformation of such mutated threonine de hydratase genes into 
a threonine or L-isoleucine-producing host cell, the latter repeatedly forms L- 
isoleucine. 
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(54) Title: PRODUCTION OF L-ISOLEUCINE BY MEANS OF RECOMBINANT MICRO-ORGANISMS WITH DEREGULATED 
THREONINE DEHYDRATASE 

(54) Bexelcbnung: HERSTELLUNG VON I^ISOLEUCIN MITTELS REKOMBINANTER MIKROORGANISMEN MIT DEREG- 
UUERTER THREONINDEHYDRATASE 

(57) Abstract 

The invention relates to processes for the microbial production of L-isolcucine. 
To this end, in a gene in vitro of a threonine dehydratase, one or more bases in the 
gene region coding the enzyme's allosteric domains is/are exchanged in such a way 
that at least one amino acid in the amino acid sequence of the allosteric domains of 
the enzyme is replaced by another so that the enzyme is no longer inhibited by L- 

isoleucine feedback. Furthermore, concrete amino acid exchanges in the amino acid 

sequence of the enzyme are effected in a gene in vitro of a threonine dehydratase of 1 n>mAl 
corynebacterium glutamicum by base exchange both outside and inside and outside the 
gene region coding the allosteric domains of the enzyme so that, after the transformation 
of such mutated threonine de hydrolase genes into a threonine or L-isoleucine-producing 
host cell, the latter repeatedly forms L-isoleucine. 

(57) Zusam menf assung 

Die Erfindung betrifft Vexfahren zur mikrobiellen Herstcllung von L-Isoleucin. 
Dazu wird in einem in vitro vorliegenden Gen einer Threonindehydratase durch 
Mutation in dem fur die allosterische Domane des Enzyms kodierenden Genbereich 
ein oder mchrcrc Basen so ausgetauscht, daB mindestens eine Aininosaure in der 
Amlnos&uresequenz der allosterischen Domane des Enzyms durch eine andere so 
ersetzt wird, daB das Enzym nicht mehr durch L-Isoleucin feed back gehemmt wird. 
Des weiteren werden in einem in vitro vorliegenden Gen einer Threonindehydratase 
aus Corynebacterium glutamicum durch Basenaustausch sowohl aufierhalb als auch 
innerhalb und ansserhalb des fur die allosterische Domane des Enzyms kodierenden 

Genbereichs konkrete Aminos&ureaustausche in der Aminosauresequenz des Enzyms ____ __ __ _ 

vorgenommen, so daB nach Transformation derartmutierter Threonmoehydratasegene in eine Threonin oder L-Isoleucin produzierende 
Wirtszelle diese vermehrt L-Lsoleucin bildet. 
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Beschreibung 

Herstellung von L-Isoleucin mittels rekombinanter Mi- 
kroorganismen mit deregulierter Threonindehydratase 



Die Erfindung betrifft Verfahren zur mikrobiellen 
Herstellung von L-Isoleucin nach den Anspriichen 1 bis 
10, Threonindehydratasegene gemafl den Anspriichen 11 bis 
10 13, Genstrukturen nach Anspruch 14, Vektoren gemafi den 

Anspriichen 15 und 16, sowie transf ormierte Zellen nach 
den Anspriichen 17 bis 23. 

Die Aminosaure L-Isoleucin ist fur Mensch und Tier es- 
15 sentiell. Sie findet in diatischen Lebensmitteln sowie 

als Koinponente -V.erschiedener—NMhrgemische medizinischer 

2weckbestimmung breite Verwendung. Auch wird L-Isoleu- 
cin als Zugabe oder als Reagenz in der pharmazeutischen 
und chemischen Industrie benutzt, 

20 

Fiir die Gewinnung des L-Isoleucins werden Mikroorganis- 
men eingesetzt, die diese Aminosaure ins Fermentations- 
medium ausscheiden. Dabei erfolgt die Bildung des L- 
Isoleucins nach dem in Figur 1 dargestellten 

25 Biosyntheseweg . Wie in Figur 1 ebenfalls demon- 

striert, gibt es in der Biosynthese des L-Isoleucins 
Schliisselenzyme, und zwar die Aspartkinase, Homo- 
serindehydrogenase und Threonindehydratase, Die Aktivi- 
tat der Aspartkinase und Homoserindehydrogenase wird 

30 durch die ebenfalls im Rahmen der Biosynthese des L- 

Isoleucins gebildeten Aminosaure L-Threonin feed back 
gehemmt, wahrend das fiir die L-Isoleucinsynthese 
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spezifische Schliisselenzym Threonindehydratase durch 
das Endprodukt der Biosynthesekette L-Isoleucin feed 
back gehemmt wird. 

5 Zur Erhohung der L-Isoleucinbildung wurde in der Ver- 

gangenheit immer wieder versucht, Mutarvten von L-Iso- 
leucin-Produzenten zu erhalten, die gegeniiber dem Wild- 
typen vermehrt L-Isoleucin bilden. 

Zur Gewinnung solcher Mutanten wurden ausschlieBlich in 
vivo Mutagenesen durchgef iihrt , d.h, man liefl ein Mu- 
tagen auf das gesamte Genom einwirken. Uber die Resi- 
stenz gegeniiber Aminosaureanaloga wurden solche mutier- 
ten Mikroorganismen selektiert, deren oben erwahnte 
Schliisselenzyme keiner feed back Hemmung mehr unterla- 
gen. 

So wird beispielsweise eine Mutation, die zu Resistenz 
gegeniiber ct-Aminobutyrat oder Isoleucinhydroxamat 
20 i iihrt, in der US-PS 4 329 427 beschrieben, wonach 

Mikroorganismen zwar vermehrt L-Isoleucin produzierten, 
aber unklar blieb, welche Enzyme nicht mehr feed back 
gehemmt wurden. 

In den US-PS 4 442 208 und 4 601 983 wird beschrieben, 
dafl nach in vivo Mutagenese ein - nicht genauer defi- 
niertes - DNA-Fragment isoliert werden konnte, das Re- 
sistenz gegeniiber a-Aminohydroxyvaleriansaure vermit- 
telt. Nach Ubertragung dieses Fragments in einen 
Corynebacterium- bzw. Brevibacterium-Stamm produzierten 
diese vermehrt L-Isoleucin. 

Auch sind Verfahren beschrieben, bei denen durch liber- 
synthese noch feed back regulierter Schliisselenzyme 
35 vermehrt L-Isoleucin gebildet werden kann (vgl. bei- 
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spielsweise DE-OS 3 942 947 , EP-OS 0 137 348). 

Insgesamt haben alle bisher beschriebenen Verfahren zur 
Erhohung der L-Isoleucinproduktion gemeinsam, daB Muta- 
5 tionen eher zufallig zu deregulierten Schlusselenzyroen, 

die keiner feed back Hemmung mehr unterliegen, fiihrten 
und dariiber die Aminosauresynthese erhoht wurde. 

Es ist Aufgabe der Erfindung, Verfahren zur mikro- 
10 biellen Herstellung von L-Isoleucin zu schaffen, durch 

die durch definierte Mutationen das Schliisselenzym der 
L-Isoleucinbiosynthese - die Threonindehydratase - ge- 
zielt so verandert wird, daB eine feed back Hemmung 
durch L-Isoleucin nicht mehr erfolgt. 

15 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird dadurch 
gelost, daB in einem in vitro vorliegenden Gen einer 
Threonindehydratase durch Mutation in dem fur die 
allosterische DomSne des Enzyms kodierenden Genbereich 

20 — ein-oder-mehrere-^asen—so-ausgetauscht werden, daB 

mindestens eine Aminosaure in der Aminosauresequenz der 
allosterischen Domane des Enzyms durch eine andere so 
ersetzt wird, daB das Enzym nicht mehr durch L-Isoleu- 
cin feed back gehemmt wird. H In vitro vorliegendes Gen" 

25 bedeutet hier, daB das Threonindehydratasegen vor der 

Mutagenese kloniert, d.h. also isoliert und in einen 
Vektor eingebaut wird. Die Durchfiihrung der Mutagenese 
durch Basenaustausch(e) erfolgt nach bekannter Methode, 
beispielsweise nach der Methode von Ito et al. (Gene 

30 102 (1991) 67-70). Nach Transformation derart mutierter 

Threonindehydratasegene in eine Threonin oder L-Isoleu- 
cin produzierende Wirtszelle bildet diese vermehrt L- 
Isoleucin* 
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Prinzipiell kann ein kloniertes bzw. in vitro vorlie- 
gendes Threonindehydratasegen aus einem beliebigen Bak- 
terium stanunen. Da Corynebacterium glutamicum zu den 
"klassischen" Aminosaureproduzenten zahlt, stammt das 
5 Gen vorzugsweise aus diesem Mikroorganismus, insbe- 

sondere aus dem Stamm ATCC 13032. Die DNA-Sequenz des 
Threonindehydratasegens aus diesem Corynebacterium 
glutamicum - Stamm ist bereits bekannt (vgl. Mockel et 
al., J. Bacteriol. 174 (1992) 8065-8072). Nach Basen- 
10 austausch in dem fur die allosterische Domane des 

Enzyms kodierenden Genbereich werden beispielsweise die 
in den Tabellen 1 bis 3 aufgefuhrten DNA-Sequenzen er- 
halten. In den Tabellen ist der fur die allosterische 
Domane des Enzyms kodierende Genbereich unterstrichen 
15 und sind die Stellen der Basenaustausche durch zusatz- 

liches Unterstreichen kenntlich gemacht. 

Nach Durchfuhrung der Mutagenese werden die in vitro 
mutierten Gene in ein Plasmid eingebaut, in dem die 
Expression-des -Threonindehydratasegens-™ i-nduziert werden 
kann. Als Plasmide eignen sich beispielsweise pVC 19 
Oder pKK 223-3 (Amman et al., Gene 25 , 167). Nach 
Einbau der mutierten Gene in ein geeignetes Plasmid 
werden diese in einen geeigneten Bakterienstamm 
trans f ormiert . 

Um diejenigen Klone zu erhalten, die die Plasmide mit 
den mutierten Threonindehydratasegenen auch tatsachlich 
enthalten, konnen die gewiinschten Trans formanden nach 
der ublichen Methode iiber die Resistenz von Aminosaure- 
analoga isoliert werden, wobei als Analoga beispiels- 
weise J3-Methylnorleucin, Isoleucinhydroxamat oder 
Hydroxyisoleucin in Betracht kommen. 
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Eine einfachere und gezieltere Isolierung wird aber da- 
dureh erreicht, da/3 die veranderten Threoninde- 
hydratasegene in einen Mikroorganismus transf ormiert 
werden , dessen Acetohydroxysauresynthase-Aktivitat 
5 durch L-Valin henunbar ist. Ais Transf orraanden eignen 

sich z.B. Escherichia coli K 12 - Stamme, vorzugsweise 
die Stamme JM 109 oder DH 5. Die Transf ormanden werden 
anschliefiend auf ein festes Medium gebracht, das L- 
Isoleucin zur Hemmung der Threonindehydratase und L- 

10 Valin zur Hemmung der Vers toffwechs lung des Ketobuty- 

rats durch die Acetohydroxysauresynthase (Umbarger: 
Escherichia coli and Salmonella typhimurium, 1 (1987) 
352-367) enthalt. Dem Medium wird vorzugsweise zusatz- 
lich eine Substanz zur Induktion des Threoninde- 

15 hydratasegens sowie L-Threonin als Substrat fur die 

Dehydratase zugegeben. Als Substanz zur Induktion des 
Threonindehydratasegens wird vorzugsweise IPTG 
( Isopropyl-J5-D-Thiogalactopyranosid) verwendet, so dafl 
dem veranderten Threonindehydratasegen im Vektor ein 

-2-0 1 PTG — i-nduzi erb arer— Promotor-vorgeseh a-1 1 et- i S o 1 che 

Klone, die eine deregulierte Threonindehydratase ent- 
halten, setzen das L-Threonin ungehemmt in Ketobutyrat 
urn. Da die weitere Umsetzung des Ketobutyrats durch 
Acetohydroxysauresynthase durch das zugegebene L-Valin 

25 gehemmt wird, akkumuliert Ketobutyrat, was zur Folge 

hat, dafi die eine deregulierte Threonindehydratase ent- 
haltenden Klone aufgrund der bekannten Toxizitat von 
Ketobutyrat (La Rossa und Schloss, J, Biol. Chem. 259 
(1984) 8753-8757) schlechter wachsen. Das schlechtere 

30 Wachstum au/tert sich in der Blldung kleinerer Kolonien, 

durchscheinenderer Kolonien oder von Kolonien mit zer- 
kliiftetem KolonieumriB. Diese Kolonien konnen leicht 
abgeimpft und deshalb Klone mit deregulierter Dehydra- 
tase leicht isoliert werden. 
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Diese Isolierungsmethode ist selbstverstandlich auch 
bei solchen Trans formanden anwendbar, die ein klonier- 
tes Threonindehydratesegen enthalten, welches durch an- 
dere Mutationsarten als durch Basenaustausche so ver- 
5 andert worden ist, da/3 das entsprechende Enzym keiner 

feed back Heiranung mehr unterliegt. 

Eine erf indungsgemafle Alternative zur Losung der ge- 
nannten Aufgabe besteht darin, da/3 in einem in vitro 

10 vorliegenden Gen einer Threonindehydratase aus Coryne- 

bacterium glutamicum durch Basenaustausch auflerhalb des 
fiir die allosterische Domane des Enzyms kodierenden 
Genbereichs die Aminosaure Alanin in der Position 257 
der Aminosauresequenz des Enzyms durch die Aminosaure 

15 Glycin (Tabelle 4) Oder die Aminosaure Methionin in der 

Position 199 der Aminosauresequenz des Enzyms durch die 
Aminosaure Valin ersetzt wird (Tabelle 5), wonach nach 
Transformation derart mutierter Threonindehydratasegene 
in eine Threonin oder L-Isoleucin produzierende Wirts- 

2Q- zel-le-diese veinnehrtr-L-lsoleuein- bi-ldet^ 

Eine weitere Alternative zur Losung der Aufgabe besteht 
darin, da/3 in einem Threonindehydratasegen aus Coryne- 
bacterium glutamicum durch Basenaustausch auBerhalb des 

25 fiir die allosterische Domane des Enzyms kodierenden 

Genbereichs die Aminosaure Histidin in der Position 278 
der Aminosauresequenz des Enzyms durch die Aminosaure 
Arginin und innerhalb des fiir die allosterische Domane 
des Enzyms kodierenden Genbereichs die Aminosaure 

30 Leucin in der Position 351 der Aminosauresequenz des 

Enzyms durch die Aminosaure Serin ersetzt wird (Tabelle 
6), wonach nach Transformation eines derart mutierten 
Threonindehydratasegens in eine Threonin oder L-Isoleu- 
cin produzierende Wirtszelle diese ebenfalls vermehrt 

35 L-Isoleucin bildet. 
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Als Wirtszelle fur die Transformation eines mutierten 
Threonindehydratasegens bzw. als Produktionsstamm 
eignet sich vorzugsweise Corynebacterium glutamicum und 
insbesondere der hinterlegte DSM-Stamm 8890. Als 
5 Transf ormanden sind beispielsweise die bei der DSM 

unter den Nummern 8889 und 8891 hinterlegten Starame 
erhaltlich, welche vermeiirt L-Isoleucin ins 
Fermentationsraedium ausscheiden. Auch ist es mitzlich, 
als Produktionsstamme bzw. Wirtszellen fur die 
10 Transformation solche zu verwenden, die nicht mehr die 

noch durch L-Isoleucin regulierte Wildtyp-Threonin- 
dehydratase synthetisieren, so dafi in den Zellen nur 
noch deregulierte Threonindehydratase die Umsetzung von 
L-Threonin katalysiert. 
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Ausf uhjrungsbeispiel - 

1. Herstellung mutierter Enzyme die keiner feed back Heramung mehr 
unterliegen. 

5 l.l Selektion der gewiinschten Enzyme. 

Das bekannte Plasmid pBMl/Exo8, das die regulierte 
Threonindehydratase des Wildtyps von Corynebacterium gluzamicum 
codiert (Mockel et al. J Bacterid 174(1992) 8065-8072), wurde 
nach bekannten Verfahren (Sambrook et al., Molecular Cloning, A 

10 Laboratory Handbook, 1989, Cold Spring Harbour Laboratory Press) 
isoliert. Es wurde anschliefJend mit dem Restriktionsenzym EcoRl 
verdaut und das 1573 Basenpaare gro0e, das Threonindehydratasegen 
enthaltende Fragment, isoliert- Diese Fragment wurde in die £coRl 
Schnittstelle des bekannten Vektors pUC19 (Vieira and Messing, 

15 Gene 19 (1976) 259-268) ligiert, und dadurch das Plasmid pBM20 

erhalten (Figur 2), in dem nun das Threonindehydratasegen aus C- 
glutamicum^— das— selbs:t--in— E. — coiX _nicht-_ expr imiert wird (Cordes et 
al., Gene 112 (1992) 113-116), in dem Standard-Laborstamm E. coll 
JM109 unter Kontrolle des durch Isopropyl-D-thiogalactopyranosid 

20 induzierbaren lacZ Promoters des Ursprungsvektors pUC19 vorliegt. 
Zur Einfuhrung der ungerichteten Mutationen in die 
allosterische Domane der Threonindehydratase wurden in einer 
getrennten Prozedur auf bekannte Weise zwei DNA-Primer 
synthetisiert : 

25 



5 ' - Primer : CGCAGCTGACT TCCATGGGG CAAGA 
3 ' -Primer : CCAGTGCCAAQCTTGCATGC 
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Der S'-Primer ist homolog zur Wcol-Schnittstelle (unterstrichen) 
im Threonindehydratasegen. Der 3 '-Primer ist homolog zur Hindlll 
Erkennungsstelle (unterstrichen) der Multiple-Cloning-Site des 
Ausgangsvektors pUC19. 
5 Mit beiden Primern wurde nun eine Polymerase-Kettenreaktion 

durchgefiihrt (Tindall und Kunkel, Biochemistry 27 (1988) 6008- 
6013), in der durch die unspezif ische Reaktion der Taq Polymerase 
(Leung et al . , Technique 1 (1989) 11-15) neue DNA-Fragmente die 
Mutationen enthalten entstehen. Der Reaktionsansatz enthielt in 
10 einem Endvolumen von 100 ul: 20 ul 5 '-Primer (25 ug/mi) , 20 ul 3'- 
Primer (25 ug/ml) , 1 ng Template (pBM20), 100 uM ATP, 100 mM dNTP 
Mix, 10 M l Taq lOxPuffer (100 mM Tris, 15 mM MgCl 2 , 500 mM KC1, 
Gelatine 1 mg/ml , pH8,3), 0,5 U Tag Polymerase (5U/ul), 0,5 mM 
MnCl2- Als Reaktionsbedingungen wurde ein Time Delay File von 94 
15 °C (3 min), Thermo Cycle File von 94 °C (1 min), 55 °C (2 min), 72 
°C (3 min), Soak File 4 °C, Segment Extension 10 sec, mit einer 
. Anzahl von 30 Zyklen eingestellt. Nach der Reaktion, wurden die 
DNA-Fragmente aufgereinigt (Sambrook et al . , Molecular Cloning, A 
Laboratory Handbook, 1989, Cold Spring Harbour Laboratory Press), 
20 mit Ncol und //indlll verdaut und mit pBM20 ligiert, aus dem zuvor 
das entsprechende 74 3 Basenpaare Ncol-Hindl I 1 -Fragment 
ausgeschnitten worden war welches fur die allosterische Domane der 
Wildtyp-Threonindehydratase kodiert . 

Mit diesen in vitro erzeugten Ligationsprodukten, die auch 
25 mutierte Threonindehydratasegene enthielten wurde nun E. coll 

JM109 nach bekanntem Verfahren trans formiert (Hanahan, Techniques 
for Transformation of E« coll (1985) DNA cloning, Volume 1, pp 
109-136, IRL Press Oxford), und etwa 10 000 Plasmid enthaltende 
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Klone auf Luria-Bertani Medium (Lennox, Virology 1 (1955) 190- 
206)), das 50 ug/ml Ampicillin enthielt erhalten. 

Urn nun die Klone zu identif izieren die fur eine nicht mehr feed 
back hemmbare Threonindehydratase kodieren wurde Luria-Bertani 
5 Medium hergestellt , das zusatzlich 40 mM L-Threonin als Substrat 
der Threonindehydratase enthielt, sowie 1 mM Isopropyl-0-D- 
thiogalactopyranosid zur Induktion der lacZ bedingten Expression 
oes Threonindehydratasegens. Wie bekannt, enthalt das Luria 
Bertani Medium bereits ausreichend L-Valin zur Hemmung der 

10 Acetohydroxysaresynthaseaktivitat in E.coli (Umbarger, 

Biosynthesis of branched-chain amino acids (1987) Escherichia coli 
and Salmonella typhimurium Vol 1, pp 352-367 , American Society for 
Microbiology, Washington DC) urn somit in dem hier beschriebenen 
Verfahren eine moglichst hohe Akkumulation von a-Ketobutyrat zu 

15 erreichen. Neben dem Luria-Bertani Medium, das Threonin und 

Isopropyl-P-D-thiogalactopyranosid enthielt, wurde zur Kontrolle 
das gleiche Medium ohne Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid 
hergestellt, wo also keine Induktion der Threonindehydratase 
erfolgt. Anschlieflend wurden die Klone von £\ coli JM109 die die 

20 zu prufenden pBM20 Derivate enthielten auf diese Platten in 
konventioneller Weise gestempelt und 24 Stunden bei 37 °C 
inkubiert. Danach konnten auf dem Medium welches Isopropyl-0-D- 
thiogalactopyranosid enhielt 60 abnorm wachsende Kolonien 
identif iziert werden, die sich durch geringeres Wachstum, Oder 

25 blassere Kolonie, oder zerkliifteten Kolonierand auszeichneten, 
aber auf dem Kontrollmedium ohne Isopropyl-P-D- 

thiogalactopyranosid normal wuchsen. Diese Klone wurden einzeln 
einem identischen Nachtest unterzogen, und schliepiich 6 der Klone 
mit ausgepragtester Wachstumsverzogerung einem biochemischen Test 
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zur Charakterisierung der Regulation der sie enthaltenden 
Threonindehydratasen unterzogen. 



5 1-2 Charakterisierung der Hemmung der Enzyme. 

Sechs der so erhaltenen rekombinanten Klone von E. coli JM109 
wurden in 100 ml LB Flussigmedium, das zusatzlich 50 ug 
Ampicillin/ml enthielt beimpft, und bei 37 °C inkubiert. Die 

10 optische Dichte (ODgQOnm) wurde verfolgt, und bei Erreichen der OD 
von 0,5, lsopropyl-P-D-thiogalactopyranosid in einer 
Endkonzentration von 0,5 mM zugegeben. Nach Inkubation fur eine 
weitere Stunde bei 37 °C wurden die Zellen durch Zentrif ugation 
geerntet, einmal mit Puffer pH 7,0 (0,1 M Kaliurophosphat, 0.5 mM 

15 L-Isoleucin r 0,2 mM Pyridoxalphosphat ) gewaschen, in 1 ml des 

gleichen Puffers aufgenommen, und durch Ultraschallbehandlung im 
Branson-Sonif ier W250 (3 Minuten, gepulst mit einem Intervall von 
20%, Leistungs-output von 2) desintegriert . Zur Abtrennung der 
Zeiltriimmer wurde das Homogenat 10 Minuten bei 13000 UpM und 4 °C 

20 in einer Sigma Kuhlzentrif uge zentr if ugiert , und danach der 
resultierende klare Uberstand (Rohextrakt) im Enzymtest zur 
Bestimmung der Threonindehydrataseaktivitat und -regulation 
benutzt . 

Der Enzymtest enthielt in einem Endvolumen von 0,8 ml, 0,1 M 
25 Kaliumphosphat (pH 8,2), 1 mM Pyridoxalphosphat, 40 mM L-Threonin, 
und Rohextrakt. Der Ansatz wurde bei 30 °C inkubiert und 200 ul 
Proben nach 0 und 30 Minuten entnommen. Die 

Threonindehydratasereaktion wurde jeweils durch Zugabe von 1 ml 
Reagenz beendet. Dies bestand aus 1 g Semicarbazid plus 0,9 g 
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Natriumcetat in 100 ml Wasser. Nach 15 miniitiger Inkubation bei 30 
°C wurde 3 ml Wasser dazugegeben, und die Extinktion bei 254 nm im 
Zeiss Spektralphotomer PM6 bstimmt. Kontrollen und Eichwerte mit 0 
bis 1,5 umol Ketobutyrat wurden identisch behandelt, und aus einer 
Eichkurve die tatsachlich im Enzyxntest gebildete durch die 
Threonindehydratase gebildete Ketobutyratmenge ermittelt. Parallel 
wurden identische Ansatze durchgefuhrt , die zur Prtifung auf 
Hemmung der Threonindehydratase 5 mM L-Isoieucin enthielten. 
Unabhangig von dieser Bestimmung wurde wie beschrieben (Bradford, 
Anal Biochem 72 (1976) 248-254) der Proteingehalt der Rohextrakte 
bestimmt. Die erhaltenen spezifischen Aktivitaten und der Grad der 
Hemmung sind aus Tabelle 7 ersichtlich. 
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Tabelie 7: Charakterisierung mutierter Threonindehydratasen und 
deren Hemmbarkeit durch L-Isoleucin. 



Klon 



10 



Wildtyp 

38 

16 

31 

50 

54 

14 



sp.A. Threonindehydratase 

(umol/min mg Protein) 
- Ue f 5 mfll lie 



1,561 

1,771 

0,412 

1,932 

0,220 

0,28 

1,708 



0,240 
1,907 
0,251 
0,590 
0,132 
0,136 
1,989 



15 



Es ist direkt ersichtlich, daP die mutierten Enzyme 38 und 14 ohne 
jede allosterische Hemmung durch L-Isoleucin sind. Das Enzym der 
Mutante 31 weist in Anwesenheit von L-Isoleucin noch 30 % 
Restaktivitat auf, wogegen das Enzym des Wildtyps unter diesen 
Bedingungen nur noch 15 % Restaktivitat hat. 



20 



1.3 Charakterisierung des Mutationsortes der Enzyme. 

Zur Bestimmung der Mutationen in den hergestellten Enzymen wurden 
die fur Threonindehydratase kodierenden Plasmide aus den E. coli 
JM109 Klonen nach Standardverf ahren isoliert. Die Sequenzierung 
der mutierten Region des Threonindehydratasegens erfolgte mit 
Hilfe der Didesoxynukleotid-Terminationsmethode nach Sanger et al. 
(Sanger et 1 . , Proceedings of the National Academy of Sciences, 
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USA (1977) 5463-5467). Als Primer wurden Fluoreszein markierte 
sequenzspezif ische Nukleotide nach der entsprechenden 
Firmenvorschrift von Pharmacia synthetisiert (Pharmacia, Uppsala , 
Schweden) . Diese Primer wurden mittels 
5 Hochdruckf lussigchromatograf ie mit einem Gradienten von 5 - 30 % 
Acetonitril in 100 mM Triethylaminacetat pH 7,0 und der Pharmacia 
SuperPac R Pep-S, 5 nm gereinigt. Die Primer wurden in einer 
Standard-Sequenzierungsreaktion eingesetzt und wahrend der 
Elektrophorese die Reaktionsprodukte durch Fluoreszdetektion auf 
10 dem A.L.F. Sequencer (Pharmacia, Uppsala, Sweden) und automatisch 
detektiert und die resultierende Sequenz auf gezeichnet - 

Fur die Sequenzierung verwendete Primer. Die Position der Basen 
bezieht sich auf die Sequenz in Fig- 3 in Mockel et al. J 
15 Bacteriol 174 (1992) 8065-8072, 

Base 957-958: 5 ' Fluoreszein-d ( GGTCAGGGCACCGTGGCTGCTG ) -3~ 
Base 1172-1191: 5 ' Fluoreszein-d (GGAGACTGTTGATCCCTTTG) -3^ 
Base 1381-1400: 5 ' Fluoreszein-d (CCTTTGCACCTGGTTCTGTC) -3* 
20 Base 1586-1607: 5 ' Fluoreszein-d (CCTCAAGCGCAACAACCGTGAG) -3" 



Die dadurch f estgestellte Sequenz der einzelnen 

Threonindehydratasegene wurde mit der bekannten des Wildtypgens 
25 (Mockel et al. J Bacteriol 174(1992) 8065-8072) verglichen. Die 
einzelnen Basenaustausche der biochemisch charakterisierten 
Threonindehydratasegene sind in Tabelle 8 wiedergegeben . Die 
veranderten Codons wurden in die entsprechenden Aminosauren anhand 
des universellen genetischen Codes iibersetzt und die somit 
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festgestellten Aminosaureaustausche, die zu veranderter* Regulation 
der Threonindehydrase fuhren, ebenfalls in Tabelle 8 aufgefuhrt. 
Es wurden Mutationen mit dereguliertem Phanotyp iiber den gesamten 
Bereich, der zur Mutation eingeset2t wurde, erhalten. In Hutante 
5 14 liegt eine Doppe limitation vor, was zeigt, dap auch mehrere 

Aminosaureaustausche in einem Enzyra zum gewiinschten deregulierten 
•Phanotyp fuhren kdnnen. 

Tabelle 8: Genetische Charakterisierung der Threonindehydratasen 
10 mit veranderter allosterischer Regulation. 

Mutante Nukleotidauschtausch Aminosaureaustausch 



Position Wildtyp Mutante Position Wildtyp Mutante 



38 


1398 


GTC 


GCC 


323 


Val 


Ala 


16 


1559 


GAT 


GGT 


377 


Asp 


Gly 


31 


1579 


TTT 


TGT 


383 


Phe 


Cys 


50 


1200 


GCA 


GGA 


257 


Ala 


Gly 


54 


1026 


ATG 


GTG 


199 


Men 


Val 


14 


1264 


CAC 


CGC 


278 


His 


Arg 


+ 


1483 


TTG 


TCG 


351 


Leu 


Ser 
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2- Bestimmung der Isoleucinausscheidung durch deregulierte Enzyme. 



Die gewonnenen Allele wurden in £T. coli/C. glutamicum shuttle 
Vektoren umkloniert um sie so in einem Threoninproduzenten von C. 
5 glutamicum exprixnieren zu konnen. 

Dazu wurde zunachst der E. coli/C. glutamicum shuttle Vektor 
pKWO nach bekannten Klonierungsverf ahren (Sambrook et al., 
Molecular Cloning, A Laboratory Handbook, 1989, Cold Spring 
Harbour Laboratory Press) hergestellt. Der resul tierende Vektor 

10 ist in Figur 3 dargestellt. Er ist 9.5 kb grofl, und enthalt (i) 
das C. glutamicum Replicon pGA2 (Sonnen, Molekulargenetische 
Charakterisierung von Phagen-Wirt-Beziehungen bei coryneforraen 
Aminosaure-Produzenten, Dissertation, Technische Hochschule 
Darmstadt, 1991), das zu nur niedriger Kopienzahl in C. glutamicum 

15 fiihrt, (ii) das E. coli Replikon aus pOU71 (Larsen et al . , Gene 28 
(1984) 45-54), das zu einer Kopie/Zelle bei 30 °C fiihrt, aber bis 
zu 1000 Kopien/Zelle bei 42 °C, (iii) der Tetracyclinresistenz aus 
pHY163 (Ishiwa and Shibahara, Jpn J Genet 60 (1985) 485-498) ), und 
(iv) der cos-site aus pBTI-1 (Boehringer, Mannheim). Die ilvA 

20 Allele 14, 16 und 18, sowie das Wildtypallel wurden aus den unter 
1.1 herges tell ten pBM20 Derivaten als £coRI-Fragmente isoliert, 
und mit dem EcoRI restringierten Vektor pKWO ligiert, um pKWOiivtf, 
pKW0iivA14, pKW0iivA16, und pKW0iivA38 zu ergeben. Mit diese 
Plasmiden wurde mittels Elektroporation (Liebl et al., FEMS 

25 Microbiol Lett 65 (1985) 299-304) der Threoninproduzent MH20- 

22B: :pSUR5-DRl (Reinscheid et al . , Appl Env Microbiol (1994), in 
press) trans formiert. MH20-22B ist bei der Deutschen Sammlung fur 
Mikroorganismen unter der Nununer DSM 6870 hinterlegt, sowie MH20- 
22B: :pSUR5-DRl (DSM 8890) und MH20-22B: : pSUR5-DRl pKW0iivA16 (DSM 
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8889). Diese Stanune wurden in dem Minimal medium CGXII wie 
beschrieben kultiviert (Keilhauer et al . , J Bacterid 175 (1993) 
5595-5603), und nach 72 stiindiger Inkubation die im Kulturmedium 
akkumulierten Aminosauren bestimmt. Aus der Tabelle 9 gent die 
5 eindeutige Steigerung der L-Isoleucinbildung durch die 
Mutantenallele hervor- 

Tabelle 9: EinflufJ der Expression der Allele der Mutanten 38, 14 
und 16 aui die Aminosaureproduktion mit C. glutamicum. 

10 

Stanun Thr Lys lie 



( m>i ) 


MH20- 


-22B 








0 


76 


J 


MH20- 


•22B: 


:pSUR5- 


-DR1 




36 


26 


16 


MH20- 


22B: 


:pSUR5- 


•DR1 


pKWOiiv* 


14 


26 


AO 


MH20- 


22B: 


:pSUR5-DRl 


pKW0iiW114 


0 


24 


55 


MH20- 


22B: 


:pSUR5- 


DR1 


pKW0iivA16 


0 


22 


50 


MH20- 


22B: 


:pSUR5- 


DR1 


pKW0iiWl38 


0 


20 


53 



20 



In einem weiteren Experiment wurde das Wijdtypallel und das der 
Mutante 38 in den high copy Pendelvektor pECM3 (A. Schafer, 
Diplomarbeit, 1991, Universitat Bielefeld) integriert. Die 
Fragmente wurden wiederum aus den unter 1.1 hergestellten pBM20 
Derivaten als £coRI-Fragmente isoliert, und mit dem Econi 
restringierten Vektor ligiert / urn pECM311vA und pECM3iiv*38 2u 
ergeben. Mit diese Plasmiden wurde mittels Elektroporation (Liebl 
et al., FEMS Microbiol Lett 65 (1985) 299-304) der 
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Threoninproduzent MH20-22B: : pSUR5-DRl (Reinscheid et al., Appl Env 
Microbiol (1994), in press) transf ormiert . MH20-22B ist bei der 
Deutschen Sanunlung fiir Mikroorganismen unter der Nummer DSM 6870 
hinterlegt, sowie MH20-22B: :pSUR5-DRl (DSM 8890) und MH20- 

5 22B:ipSUR5-DRl pECM3iivA38 (DSM 8891). Diese Stamme wurden in dem 
MH20-22B-Minimalmedium (Schrumpf et al . Appl Microbiol Biotechnol 
37 (1992) 566-571) wie beschrieben kultiviert, und nach 72 
stundiger Inkubation die im Kultunnedium akkumulierten Aminosauren 
bestinunt. Aus der Tabelle 10 geht wiederum die eindeutige 

0 Steigerung der L-Isoleucinbildung durch das jeweilige 
Mutantenallel hervor. 

Tabelle 10: Einflup der Expression des Allels der Mutante 38, auf 
5 die Aminosaureproduktion mit C. glutamicum. 



Stamrn 



Thr Lys He 



(raM) 



MH20-22B 



0 



158 2 



20 



MH20-22B: :pSUR5-DRl 



53 61 



29 



MH20-22B: :pSUR5-DRl pECM3ilvA 0 



55 88 



MH20-22B: :pSUR5-DRl pECM3ilv*38 0 



59 



125 
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Tabelle 1 
Mutante 38 

CGCCATlGClGAGCAnGAGttGCCTICAC^ 100 

GUCTClCACACCICTCTCAfiTCCCTC^ 200 

CnCGACCCAAAGAJCAAAACTTT^ 300 

GGAAAGTGTWTGCCACAAGCACAGYATTGGCfAGAAAACA^^ 400 

Hindu ....... 

CAAnaAGCAGAAGAnACACTACKAACCAlCAGlCAAACATACGTGTU SCO 

ttSflYVSCKSrCVKASCACllflA ?J 

KCGACAUCAAACCCCGCaWaCCAATTTCCI^ 600 

A 0 J Q I A Q A R I SSVJAPTPlOYCPRtSttTCAt I S6 

ACCTlAWCGTWGGATCTGCAGGATGTTCGnCCTACAAGATCCGCGGTGCGCTGAACTCTGGAGCGCAGT 700 

YtKRtOLQOVRSrKinGALMSGAOSPyCQRUAGl 90 

BstElI ........ 

CGTTGCCGCATnGCAGGTAACCATGCCCACCCCGTGCCCTATGTGTGCAAGTCCTICGCCGT ICACGGACCCATCIATCT ICCTCTCCAGACTCCAAAC 600 

VAASACHHAQGVAYVCKSICVQGRIYVPVQ1PK 123 

CAAAJ*CGTCACCCCAT<*TWnCACireG^ 900 

OKR DRIMVHCCEfVSLVVTGKHfOEASAAAHCO 1S6 

Bglll 

CACACCGCACCaCGCAACCCTGATCGAGCCrnCGATaTCGCAACACa JOOO 

ACRTCATlICPrOARNTVlCQGTVAACIlSQLTS 190 

CATGG£CMGAGTG€AGATO£GTGArGGTTCCAGTCGtXGCT 1 100 

MCKSADHVKVPVCCCCllA CVVSYMAOMAPRTA 223 

ATC<rrTGCTATC6AACCAGC«GACCACCATCa 1200 

IVCIEPAGAASHQAALHNCGPlTLCTVOPFtfOG 256 

BgUI ........ 

CAGAGGTCAAACGTGTCGGAGATCTCAACTACACCATCGTGGAGAAGAACCAGCGTC 1300 

A£VKRVC0L*YTIVEKIIQGRtfHHf1SATf.GAVCTC 290 

GATCC ICGATCT7 T ACC AAAACGAAGGCATC ATCGCGG AGCC TGCTGGCGCGCTGTC TATCGC TGGCT TGAAGGAAATCTCC T HGCACC1 GG T ft TGCC 1400 

HtOLY0«CCl!AtPAGALSIAGlKtH5fAPGsX 323 



CTGGTGTa^TCAICTCTGGIGGCAACAACGATGTCCTGCGTTATCCGGAAAlCaTGAGCGCTCCITCGT iSOrt 

VVCI1SGGMNDVLR YAC IACRSlVHftGl(l!Yr I 350 

£«RV. ..... 

TCAACTICCCCWAAAGCCTGGTCACTIGCGTCACTTCCTCGAAWTATCCTCGGACCGW 1600 

VKFPOICPCOLRMftCOltCPOOOITlfEYlKRHfl 390 



CCGTCAGACtGCTACTGCCTTGCTGGGTATlCAaiGAGTGW 1/00 
RCTCTALVC. IlllSCASClOSllERHCESAIDSR 423 



CGCCTCGAGCCCGGCACKCTCAGTACCAATACTIGACCIAAACATAGn JBOO 
RICPG1PCYCYIT- 436 



CAAAGCCCtACCGCTGAAGGGT TGlGCAGGTGICGGTGACCCTGGCWAAGFCAAGCr^^ J900 



EcoRI 

GCAGAAATTCCCCAGMTTCCGCCG 



ERSATZBLATT 
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Tabelle 2 
Mutante 16 

CCCCATTaTGACCAnGACCIGCCTTCAGMC^ 100 

GnCTClGAGACXTCIGICKTGCGICAC^ 200 

CTICGACCCAAAGACAAAAC TT nCTCC TGGCMT AAATAT CCG CAT TT ACT ATCGAMCAAGAT AGAAGA T TGCAT AGC CAAACC T ATCC TCAACTCCT 300 

CGAAAGTGTaC TGCCACAACCACAGTAT TGGC f AGAAAACAATCT AT AGC ATTGT TC 7 ACAAAGaGCT TC I TGGAAATAAAACC f A7CCCAAAG7ACGTG 400 

Hindi! ....... 

CAATTCT AGGAGAAG AT T ACAC TAG TCAACCAT CAGT GAAACAT ACGTGTCTGAGAAAAGTCCAGGAG TG ATGGCT AGCG GAGCGGAGC TCA1 TCGTGCC 500 

MStlY. VSCKSPCVHASCfcCLlftA 23 

GCCGACATTCAAACGGCGCACGCACGMTTTCCTCCGTCATTGCJU[CAACTCCATTGCA I T TCIGAGGAAACCGGAGCGGAAA1C 1 600 

AOIQIAOARISSVIAPTPlQYCPRlSCCTGAtl 56 

ACCT7AAGCGTGAGGATCTGCACGATGTTCGT TCC I ACAAGATCCGCGGTCCGCTGAACTC TGGAGCGCAG TCACCCCAAGAGCAGCGCGA1 GCAGGI A1 700 

YLKRCOLQOVRSYKIAGALNSGAQSPQtORnACi 90 

BstEU . ...... 

CGTTGCCGCATCTGCAGG I AACC ATGCCCAGGGCG TGGCC I ATG TCTGCAAGTCC TTGGGCGTTCAGGGACGC ATCT ATG T TCC TCIGCAGAC TCCAAAC 800 

VAASAGNHAQCVAYVCKSIGVQGR 1 VVPVQIPK 123 

CAAAAGCGTGACCGCATCATGGTTCAGGGCGGAGAGTnGTCTCCnUTGGTCACT 900 

QKflORIHVHGGEFVSLVVTGMNFOEASAAAHfO 156 

8gUI 

CaGaGCGCACCGGCGCAACGCTGATCGAGCCTTTCGATCCTCGCAACACCGTCAT 1000 

AERTGATIIEPFDARH7V1 GQGTVAAt ItSQLTS 190 

CATGGGCAAGAGTGC AGATCACG TGAT GG T TCCAG tcggcggtggcggacttcttgcaggtg tgg tcagc t acatggctgat atcgcacc TCGCACTGCG 1 100 

M6KSA0HVHVPVG6GGLLAGVVSYHAOHAPRTA 223 

* » • « « - • • 

IVGItPAGAASMQAALHHCGPlTLETVOPFVOG 256 

BglU ........ 

CAGAMTCAAACGTGTCGGAGATCTCAACTACACCATCGTGCAGAAGAAC^ 1300 

AEVKRVGOINYT 2 VEKR QCRVHHH5A7CGAVCTC 290 

CAIGCTCGATCTTTACCAAAACGAAGGCATCATCGCCGAK HOO 

MLOLTQNCCI 1AEPAGAIS 1AGIK£MSFAPGSV 323 

GTCC7GTGCA7CA7C7C7GG7GGCAA£AACW7C7G£TGtCT7ATGCGGAAA 1500 

VVCIISGGIIMOVlRYAEIACRSLVHRGLKIIYFl 356 



EcoRV. .... 
TGAACTTCCCGCAAAAGCCTGCTCACTTGCGTCAn^ l600 
V«FPQKPCQlRHFtEO!lGP_£_00!TlFEYlKR«« 390 



C CG TGAGACCGCTACTGCGTTC6 TGCGTATTCAC rTGAGTGAAGCATCAGGATTGGAnCTTTGCTGCJVUIG I AT GCAGGAATCGGC AA T TGA [ f CCCG I 1700 
RETCTAIVC I HLSCASGLOSLLERHECSAIDSR «23 



CCCC7CGAGCCGGGCACrCCTGAGTACGAATACITGACC7AAACATACCTGAAGGCCACCTCAATCGAGGTGGCCTT 1 TTCTACTTlCCCCTCACCATCG 1800 
RLEPCTPCYEYLT* < 3G 



CAAAGCCCCACCaTCAACCCTTClC<^CTCT^ 1900 
EcoRl 

GGAGAAATTCGCCAGAAT 7CGGCCG 



ERSATZBLATT 
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Tabelle 3 
Mutante 31 

CKCATTGTlWCAU(^ClGCCnCAGWT^ 100 

GTfGfCTCACAGCrCTGTCACTGCCTCA^ 200 

ClTCGACaAAACACAAAACTnTCTCCTCCCMTAMTM 300 

GGAAA&TGTAGTGCtACAACCACAGT AT TGGCT AGAAAAC^TCTAT AGCATTGTTO AC AAACACCTTGTTGGAAAT AAAACC T AT GCCAAAGT AGGTC 400 

Hindll ....... 

CAAT TCI AGGAGAAG Al T ACAC T AC T C AACC AT G AG! GAAACAT ACGTGT CT GAGAAAAG TCC AGGAG1 GATGGC T AGCGG AGCGGAGt TGAHCCTGCC 500 

HSCTYV5€KSPCVf1ASGACtlRA 23 

GCCGACATICAAACGGCCCACGCACGAATTTCCTCCGTCaYtGC^ 600 

ADlQTAQARISSV JAPTPlQYCPRlSEElGACJ 56 

ACCn AAGCGIGACGATCTGCAGGATGTTCGT TCC1 ACAAGATCCCCGCTGCGCTGAACTCTGGAGCGCM GCAGG TAT 700 

YlKRCOlQOVRSYKIRGALNSGAOSPQCqAOAGI 90 

e*«u ........ 

CGnGCCGCATCTCCAGGTAACCATGCCCAGGCCGTGGCCTATCTCTCGAAGTC 600 

VAASAGNHAQCVAYVCKSLGVQGRIYVPVQTPK 123 

CAAAAGCGTGACCGCATCATGGTTCACGGGGGAGAGrTTGTCTCCTTGirr 900 

QKRORIMVHGGCFVStVVTCttMFOCASAAAHEO 156 

Bg)II 

CAGAGCGCACCGGCGCAACaTGATCQVKCTTrcGATCCrc 1000 

ACRTGATt ICPFOARNTV IGQGTVAAE I1SQLTS ]90 

CATGGGCAAGAGTGCAGATCACG TGATGG TTCCAGTCGGCGGTGGCGGACnCTTGCAGG TCT GCTDVGCTACAT GG£T WTATG GCACCTCGCACTGCG 1100 

HGKSAOHVHVPVGGGGLLAGVVSYMAOHAPRTA 223 



ATCGTTGCTATCGAACCAGCGGGAGCA^ U 00 

fVGfEPAGAASHOAALHKCGPITLCTVOPFVOG 256 

BolU . . . - 

CAQAGCTCAAACGTCTC&CAGATCTCAAC TACACXATCCIGCAGAACAACCAGGGTCGCGTGCACATGAICAGCGCCACCGAGGCCGCTCTCTGIACTGA 1300 

AFVKRVGOinYTlVEICNQGRVHHHSATEGAVCTC 290 

CATGCTCGATCTTTACCAAA^CAAGGCATCATCTCGCAGCCT& M00 

HIOIYQUE G 1 1AEPAGAL5 IAGIKEHSFAPCSV 323 



GTGGTCTGCATCATCTCTGGTGGGAACAACGATGTGGTGCGTTATGCGGAMTCGCTGAGCGCTCCTTGGTGCAC I ACTlCriGG 1500 

VVCI I SCCRNOVLRYAE lAERSLVHRGlKHYT L 356 

CcoRV. 

TGAACTTCCCGCAAAAGCCTGG TCAGT TGCGKACTTCCTGGAAGATATCCTGGGAGCGGATGATGACATCACGC I C IG I GAG I ACC 1 C AACCGCAACAA 1600 

¥RFPQKPGQLRHFLC01lCPOO0ITlX£TLICR«ll 390 

CCGTGAGACCCGTACTGCGTTGGTGGGTATTCACTTGAGTG^ , 70 0 

RETCTAIVCIHISEASGIOSIIERHEESAIOSR 423 



CGCCTC6AGCCGGGCAC1CCTGAG 1ACGAATACT IGACC (AAACATAGCTGAAGGCCACCTCAATCGAGGTGGCC ITTI ICTAG1 T TCGGG TCAGGATCG 1600 

RLEPCTPEYEYtT* « 36 

CAAAGCCCCACGGCTCAAGGGTIGTGCAGCTGTCGGIGVCGG1GCGGGAAGTCAAGCTG 190 o 
EcoRJ 

GCACAAAf TCCCCACAAT TCGGCCG 



ERSATZBLATI 
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Tabelle 4 
Mutante 50 

CCCCATICCTCAGttTTGAGrTaCTlCAC^^ , 00 

CTTCTCICAiUaTC7CTCACiaGTCAW(^TCACCCTCGCCAACT^ ICC ICIAACAACCCTCAAACTA 200 

niCGACGCAAAC^CAAAACTmCTCtTC*^ 300 

GGAAAG TGTAG TGCCACAAC CACAGT A7TCGC T AGAAAACAATC7 ATAGCAT TG7 TC7ACAAAGAGC7TG 7 T GGAAA7 AAAACC TATCCCAAAC T AGGTG «00 

Hlndll ..... 

C AAT TC 7AGGAGAAGA7 1 AC AC T AGTCAACCATCAC TGAAAC ATACGTGTCTGAGAAAAG TCCAGG AG TG A I GCC I AGCGG AGCGGAGC TGA7 ICGTGCC 500 

nSCTVVSCKSPGVflASCAtllMA 23 

GCCCACATTDWCGCCCCAGGCACGAATnCCTCCGTCATTGCACCMCKCATTCCAGTATTCCCCICGTC TTtCIGAGGAAACCGGAGCGGAAAICr GOO 

AOlQlAQARISSVlAPTPtQYCPRlSr. 11GACI SG 

ACCTTAACCGTGACGATC t GC AGG AT G 7TCCTTCCTACAAGATCCXCGGTGCGCTGAACTX ^ j^j* 700 

YLKRCOlQOVRSYKlftGAlNSGAOSI'OCQROAGI 90 

BstEl f ..... 

CGTTGCCGCATCTCCAC^TAACCATCCCCAGGGCCTGGCC TATGTGTCCAAGTCCTTGCCCCTTC AGGGACGCATCT ATG T I CC 1 GTGCAGAC7 CCAAAG 800 

VAASACNMAQCVAYVCKSLCVQCftl r V P V Q T PR 123 

^^ AA ^^^S^^S^^D^^T^^^^*^^M^ 1 ^^^^^^*lr^T^'^ TCTCCXTG>CTGC»TCACTI3CCAATAAC TTCCACGAAOC AT CGGC TCCACCGCATCAAC A T-C 900 

QKRORlHVflGGCfVSLVVTGftMfDEASAAAMEO 156 

Batll 

CAGAGCGCACCOZGCAACGCTCATC&U^ 1000 

AERTGATl J EPFOARNTVIGQGTVAAE I I SQL I S 190 

eoiii .... 

GAGAGGTCAAACGTCTCC^TCTCAAaACACCATCGTCGACAAGA^ , M0 

_C_CVKRVCDl«YTlVEKRQG«VHriHSA!CGA V C T E 290 



J ^^Irt^^J ^ ' ACCAAAAC CAAGCC ATC ATC C^GCAGXCTG^TG^CGCGCTGTCTATCGCTGCG T TCAAGGAAAT C TCC T n GCACC TGGTTC7GTC 1400 

MIOlYQHEG I JAEPAGAlSlAGlKEHSfAPCSV 323 

C7GG7GTCCATCATCICTGGTGGCAACAACta7GTGCtGCGnA7CCC-GA „ m 

™!LLLL: .° _ 1 R _L A L 1 A L R s L v " " ■ * " 1 » 

EooRV. 

T^TTCCCtt^ 

V«FPQKPG0LR«FlEO!lCPOO01TtfCyLKRW« 390 



CCCTC^CGGT^ 

RETCTAIVG I HLSEASClOSLlERMCC SA105R 423 
C«CK<^<XGCG^ 

CAAAGCCCCACGttlGAAG^ l900 



EcoRI 

CGAnAAAT TtCTi: AHAAT tCfiGttC 
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Tabelle 5 
Mutante 54 

CttCAUCCTGAaATTCACCICCCnCAGAK^ IQQ 

GTTCTaCAGAGCTCICICACTaGTCAC^ 200 

CT TCCACCCAAACACAAAAC 1 11 TCI CCTCCCAAT AAAIATCCCGAl TTAC1 ATCCAAACAACATACAACAI 1CGA1AGCCAAAGC1 ATCCTCAAt ICGT 300 

CGAAAC TC T ACT CCCACAACC AC AC 1 AT TCGC T ACAAAACAATCT AT ACC ATTCTTC1 ACAAACWiC T TGT T GGAAAT AAAACC \ ATGCCAAAG f ACGTG 400 

Mindll ....... 

C AAT TC TAGGACAAGAT I AC AC \ AGT CAACCA1 GAG T G AAADtTACCTGI CT6AGAAAACTCCACG AG TCATGGC T ACCGGACCGGACC IGAI ICCTCCC $00 

HSCTYVSCHSPGVMASC/. 1 t ! K A 23 

GCCCACA1 TCAAACCCCGCACCCACCAA1 f TCC TCC6 TCATTCCACCAAC TCCATT GCAGTAT IGCCC 1 CGTC1 1 1 C rCACGW«CCCCAGCGGAAAl CT GOO 

A0IQ1AQAR1 S$VIAFTPlQYCPRlSff.'1GAL 1 50 

ACCTTAAGCCTGACGATCICWGGATCTTCGTTCCTACM^ 700 

YlKREOlQDVRSYKlRGAlNSCAQSPQtOKOAtl 90 

Bsttll ........ 

CGTTGCCGWKTGCAGGTAACCATCCCCAGGCXGTGG^TATGTGTCCAAC 800 

VAASAG«HAQGVAYVCKSl6VQGRiVVPV0TPK 123 

CAAAAGCGTGACCGCATCATGG T TCACGCCGGAGAG RT G TCTCC T TGGTGGTCAC TGGCAATAAC TTCCACG AAGCATCC^CTGCAGCGCATGAAGATG 900 

QKRORlHVHGGCrVStVVTGRNFOCASAAAIlCO ISO 

BglU 

CAGAC^GCACCCGCCCAACGCTGATCGAGCCTnCGATGCTCGCAACACC^ 1000 

AtRTGAT I I EPFDARKTV1 GQGTVAAt I I 5 Q I IS 190 

CATarcAAC*CTrcAGATCACCTCGTahc^ 1J00 

HCKSAOHtf V.V PVCGGGL LAGVVS YHAOHAPRT A 223 



ATCGT TCGTATCGAACCAGCGGGACCAGC ATCCATCCAGGtf GCATO TGGAGACTGTTGATCCCTT TCTGG ACGCCG 1200 

JVC lEPAGAASHQAALHKCCP ITLtlVDPFVOC 2S6 

89UI ........ 

CAGAGG TC AAACG TG T CGGAGAT C TCAACTACACCATCG T GGACAAGAACCAGGGTCGCG TGCAC A 1 GA TG AGCGCGACCGAGGGCGC TCTC TG I ACTGA 1300 

AEVKR VGOt WY T I VCKHQGRVHMflSATC G A V C 1 C 290 

CATCCTCCATCTT TACCAAAACGAAGGCATCATCGCGGAGCn'GCTGGCGCGCTGTCI ATCGCTGGG T 1 GAAGGAAA7G TCC T 1 TGCACC rGGT TCTCTC 1 400 

HIDIYQREG1 1 AEPAGAIS1 A G I K £ fl S f APGSV 323 



GTCGIGTCCATCATCTCTCGICGCAACAACCAIGTGCTCCGTTATGCC^ 1S00 

V V C I ! S6GMH0VLRYAE t AERSlVIIRCLKHYr 1 356 

EcofiV. ..... 

TGAACTTCCCGCAAAACCC rGGTCAGTTGCG TCAC T TCCTGGAAGATATCCTCGCACCGGATGATGACATCACGCTG 1 1 TGAG TACC TC AAGCGCAACAA 1600 

VflFPOKPCQtRHfteOILGPOOOITirEYtKRRH 390 



CCGTGA£ACCGGTAC1CCG7TGGTGGGTATTCACTTGAG1GAAC<ATC^{HiATTGGATTCTT1GCTCC^CGTATGGAGGAATCGGCAArTGAl 1CCCGT 1700 
RElGlAlVGlULSCASCLOSLLCRHCESAlOSfl 423 



CGCCKGAGCCGGGCACKCtGA£TACCAATACnC^ClAAACATA£^ 18OO 
RLIPGTPCYEYtT- 430 



CAAAGCXCCACGGCTGAAGGGTTGTGGAGCTGTCGGTGACGGTGGGGGAAGT^ 1900 
CcoRI 

GGAGAAATTCGCCAGAATTCGGCCG 
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Tabelle 6 
Mutante 14 

CCCCATTGCTGACCATTCAGCTaCTTCAGAGClttCl^^ 100 

GnCTCTGAGA<XTGTGICAGlGCGTCAGAGGAa^ 200 

CTTCGACGC AAAGACAAAACTT TTCTCCTGCCAAT AAATATGCGCATT TAC T ATGGAAACAAG AT AGAAGAT 1 GCA1 AGCGAAAGC TA ! CC TCAACTCGT 300 

GGAAAGTGIAGTGCCACA^CACACTATTGGCTAGAAAACAATCTATAGCATTGTTC IACAAACACC nCTfCCAAATAAAACCTATGCCAAACIACGIG 400 

Hindi! ....... 

CAATTCTACGAGMGAT1ACACTAGICAACCATGACTGAAACATACGTG7CTGACAAAAGTCCAGGAGTGA1CCC1AGCGGAGCCCACC1CAI1CGIGCC SOO 

HSCTTVSCKSrGVKASGAfllSA 23 

CCCCACATKAAACGGCGCAGGCACGAATnCCTCCGTCATTGCACCAACTCCAlTGCAGl AT1GCCCTCG1C11ICTCAGGAAACCGGAGCGGAAATCT GOO 

AOlOlAOARISSV lAPTPLQYCPRtStriCACl $6 

ACC Tl AACCGTCAGGATC TGCAGCATCTTCCT TCCTACAAGATCCGCGGTGCCCTCAACTCTGGAGCGCAG1 CACCCC AACAGCAGCGCCA1GCACG1AF 700 

YlKRCOlQ OVRSYKIRGAlRSGAQSPQtOROACI 90 

Ostei! ........ 

CGTTacaATCTGCAGGTMCCATCCCCAGCGCC^ 600 

VAASAGHMA06VAYVCKSICV0CRIYVPVQTPIC 123 

CAAAAGCGT6ACCCCAJCATCGnCACGa 900 

figtll 

CACACOZACCWCGCAACCCTGATCGAGCCm 1000 

AERTGATLICPFDARUTVICqGTVAAtlLSQtTS 190 

CATCGGCAAGMTGCAMTCACGIGATGGnCCAGTCaX 1 100 

MCKSAOHVHVPVGCCCllACVVSYMAOHAPRTA 223 

ATttnGCTAlCGAACCAGCGCCAGCAGCATO 1200 

1 V G I EPAGAASMQAALHHGCP I TIETVOPFVOG 256 

Bglll ........ 

CAGAGGTCAAACGTCTCGGAGATCTCAACTACACCATCGTGGAGAAGAACCAGGGICGCGIGCGCATGATG 1300 

A£VKRVC01«YTIV£KIQG*VJ_MMSATCCAVCIE 290 

CATGTTCGATCTnACCAAAtf CAACGCATCATra^ 1 400 

MIOLVQBtGIlACPAGALSJACLKCHSfAPCSV 323 

GTGGTGTGCAT CATC TCTGGTGCCAACAACGATC ICCTGCG TT ATGCGGAAATCGCTCACCGCTCC I TCG TGC ACCGCCC I ICGAAGCAC IAC TTCT TGC ISOO 

VVC1 ISCGtiaOVLRVAC lACRSlVHRG^KHYri 3S6 

EcoRV. ..... 

TGAACTTCCCGCAAAAGIXTGGICAGTTCCGTCACTICCTC^ 1600 

VftfPQKPCQlRHfl£DllGPDD01TLfEYlKR«n 390 



CCGTGAGACCGGTACTGCGTTCGTGGCTATTCACTTGA^TGAAGCATCAGGATTGGATTCTTTGCTGGAACGTAICGAG 1700 
RtTCTALVGIHLSCASGtOStieRhCESAIOSR 423 



CGCC TCG AGCCGGGCACTCCTGACTACCAATAC T TGACC TAAACAT AGC TGAAGGCCACO CAAFCGAGG TGGCC ITTTKIAGTI ICGGG IC AGGA7 CG 1800 
RLCPGTPCYCYLI- OG 



CAAAGCCCCACGGCTGAAGCGTTGTGGAGCTGTCGGTCACKTGGGGGAAGTGAAG^ 1900 
EcoRI 

GGAGAAATTCGCCAGAATTCGGCCG 
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Patentanspriiche 

1 . Verf ahren zur mikrobiellen Herstellung von L- 
Isoleucin, bei dem in einem in vitro vorliegenden 
Gen einer - an der mikrobiellen Synthese des L- 
Isoleucins als Schliisselenzym beteiligten - 
Threonindehydratase durch Mutation in dem fur die 
allosterische Domane des Enzyms kodierenden Gen- 
bereich ein oder mehrere Basen so ausgetauscht 
werden, dafl mindestens eine Aminosaure in der 
Aminosauresequenz der allosterischen Domane des 
Enzyms durch eine andere so ersetzt wird, daJ3 das 
Enzym nicht mehr durch L-Isoleucin feed back ge- 
hemmt wird, wonach nach Transformation derart 
mutierter Threonindehydratasegene in eine 
Threonin oder L-Isoleucin produzierende 
Wirtszelle diese vermehrt L-Isoleucin bildet. 

2. Verf ahren nach Anspruch 1, 

20 dadurch gekennzeichnet, 

dafl das fiir die Mutagenese in vitro vorliegende 
Threonindehydratasegen aus Corynebacterium 
glutamicum stammt. 

25 3. Verf ahren nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi zur Isolierung von Klonen mit deregulierter , 
d.h. keiner feed back Hemmung durch L-Isoleucin 
unterliegender Threonindehydratase die durch Mu- 

30 tat ion veranderten Threonindehydratasegene in 

einen Mikroorganismus transf orraiert werden, des- 
sen Acetohydroxysauresynthase-Aktivitat durch 
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L-Valin hemmbar ist, wonach nach Wachstum der 
Trans formanden auf L-Isoleucin und L-Valin ent- 
haltendem festen Medium die eine deregulierte 
Threonindehydratase enthaltenden Klone durch 
5 Abimpfen von Kolonien mit durch Akkumulation von 

Ketobutyrat bewirkter, veranderter Morphologie 
erhalten werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 3/ 

10 dadurch gekennzeichnet, 

dafl das Medium zusatzlich eine Substanz zur In- 
duktion des Threonindehydratasegens enthalt. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 

15 dadurch gekennzeichnet, 

dafl die Substanz zur Induktion des Threonindehy- 
dratasegens IPTG ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 5, 
20 dadurch gekennzeichnet, 

dafi das Medium zusatzlich L-Threonin als Substrat 
fur die Threonindehydratase enthalt. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 6, 
25 dadurch gekennzeichnet, 

da/3 die durch Mutation veranderten Threonindehy- 
dratasegene nach Escherichia coli K 12 transfor- 
miert werden. 

30 8. Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von L- 

Isoleucin, bei dem in einem in vitro vorliegenden 
Gen einer - an der mikrobiellen Synthese des L- 
Isoleucins als Schliisselenzym beteiligten - 
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Threonindehydratase aus Corynebacterium 
glutamicum durch Basenaustausch auflerhalb des fur 
die allosterische Domane des Enzyms kodierenden 
Genbereichs die Aminosaure Alanin in der Position 
257 der Aminosauresequenz des Enzyms durch die 
Aminosaure Glycin (Tabelle 4) Oder die Aminosaure 
Methionin in der Position 199 der Aminosaure- 
sequenz des Enzyms durch die Aminosaure Valin 
ersetzt wird (Tabelle 5), wonach nach Trans- 
formation derart mutierter Threonindehydra- 
tasegene in eine Threonin Oder L-Isoleucin 
produzierende Wirtszelle diese vermehrt L- 
Isoleucin bildet. 

Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von L- 
Isoleucin f bei dem in einem in vitro vorliegenden 
Gen einer - an der mikrobiellen Synthese des L- 
Isoleucins als Schliisselenzym beteiligten - 
Threonindehydratase aus Corynebacterium 
glutamicum durch Basenaustausch auflerhalb des fur 
die allosterische Domane des Enzyms kodierenden 
Genbereichs die Aminosaure Histidin in der 
Position 278 der Aminosauresequenz des Enzyms 
durch die Aminosaure Arginin und innerhalb des 
fur die allosterische Domane des Enzyms 
kodierenden Genbereichs die Aminosaure Leucin in 
der Position 351 der Aminosauresequenz des Enzyms 
durch die Aminosaure Serin ersetzt wird (Tabelle 
6), wonach nach Transformation eines derart 
mutierten Threonindehydratasegens in eine 
Threonin Oder L-Isoleucin produzierende Wirts- 
zelle diese vermehrt L-Isoleucin bildet- 
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Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, 

dadurch gekennzeichnet, 
da/3 die Wirtszelle fur die Transformation eines 
mutierten Threonindehydratasegens Corynebacterium 
glutamicum ist. 

Threonindehydratasegen mit einem durch ein Oder 
mehirere Basenaustausche beliebig veranderten f fur 
die allosterische Domane der Threonindehydratase 
kodierenden Genbereich. 

Threonindehydratasegen nach Anspruch 11 mit der 
DNA-Sequenz gemafl einer der Tabellen 1 bis 3, 
wobei die Tabellen 1 bis 3 Bestandteile dieses 
Anspruches sind. 

Threonindehydratasegen mit der DNA-Sequenz gemafl 
einer der Tabellen 4 bis 6, wobei die Tabellen 4 
bis 6 Bestandteile dieses Anspruches sind. 

Genstruktur, enthaltend ein Gen nach einem der 
Anspriiche 11 bis 13. 

Vektor, enthaltend eine Genstruktur nach 
Anspruch 14. 

Vektor nach Anspruch 15 mit einem dem Gen vorge- 
schalteten, duirch IPTG induzierbaren Promotor. 

Trans formierte Zelle, enthaltend eine Genstruktur 
nach Anspruch 14. 
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18. Transf ormierte Zelle, enthaltend einen Vektor 
nach Anspruch 15. 

19. Transf ormierte Zelle, enthaltend einen Vektor 
nach Anspruch 16. 

20. Transf ormierte Zelle nach Anspruch 18 oder 19 mit 
durch L-Valin hemmbarer Acetohydroxysauresyn- 
thase-Aktivitat. 

21. Transf ormierte Zelle nach Anspruch 20 , 
dadurch gekennzeichnet, 
dafl sie Escherichia coli K 12 ist. 



15 22. Transf ormierte Zelle nach Anspruch 17 oder 18, 
dadurch gekennzeichnet, 
dafi sie Corynebacterium glutamicum ist. 



10 



23. Transf ormierte Zelle nach Anspruch 17, 18 oder 22 
20 dadurch gekennzeichnet, 

dafl sie nicht mehr die Wildtyp-Threonindehydra- 
tase synthetisiert . 
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FIG. 2 
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